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PRECIS 



"Derives da dextran* «ot4s, notarssnen t , d e proprist.es 
anticoasu.lar.tes et d& propriet.es antic oib plants .1 rss, 
ieur preparation et ieurs applications b .to Ie«i<j ««s ■" 

Precede oe preparation de derives oe 
dextrar.e coaprensnt la rftacxtior> d'un dsxtrane avea 
un derive reaotif X { CH 2 ) ^-R-cooh , la reaction du 




substitution nueleophile du noyau 



aryis. 



DERIVES DO DEXTRANE DOTES, NOTAMMENT, 13 S PROPB.XET.E5 
ARTICOAOUtAKTES Er HE PROmiEXES AN? ICQMPLEMSNXA IRES , 
LEOR J?KEPARTXON ET LEORS APPLICATIONS B X OXiOGi'OttESJ 

L ! invention es t relative a des derives du dex- 
tr&ne dotes, aotassient , de propri&tes anticoagulantes et 
de proprieties anticomplementalres r a leux preparation est 
£ lesurs applications biologiques. 

On salt que 1 ' heparins est largestent utilises 
eoaae medicament antithroffibotique en x&ison de ses 
lantes elevees. 
Des travaux tecents ont egaleaeent ssontre son 
action vis-a-vis 1 ' inactivation du systeme complexion- 
ta.ire, c'est-a-dire i ' ensemble des proteins plasiaatiques 
jouant u« role essential dans la defense in>munitaixe de 
1 ' oxg&nistae . 

L' heterogeneite. de sea ehaines, not&ment , on 
ce qui concerns lour composition at Xeur longueur, rend 
toutefois difficile I ' etude des structures respbnsafoles 
de ses propriot.es. 

De nombxeux travaux ont ete entxepris pour ela- 
: boxer des produits pcessntant. au »oi»s certaines des pro:-" 
prietes specif iques de 1'hepariae, mais de structure bien 
dexinie pouvant ainsi servir de models pour 1 ' etude des 
laecanismes eorrespondaftts mis en jea. 

Certains des co-inventeurs de la pisseate in- 
vention ost ainsi wis au point et decr.it { brevets fran- 
cars n" 2,461.724 et Europeen n* 23.854 des produits 
doues do proprietes anticoagulantes cor-stitues par den 
i polysnores ccKportant des gronpes ; 

-S0^ v -R^S0 3 R 1 , -S0 2 R 2 , -R 3 -S0 2 -R 2 et -C^-CO-WH-CHR- 
COOH- 

dans lesquels : 

R< est us atome d" hydrogens ou d'un metal physiologioae- 
i went compatible, 



pont -SO,- par la xonction 



est uti grDupe -CH^-CO-NH-R^ dans lequel i* 4 rspresetvte 
radical alcoyia, aryle cm alcoy iaryle { ou 



»a -<5> 



subst.itu&s 

et 

8 represents la. chaine laterals d'un aeide 

Las travauK dss inventaurs dans ee domaine les 
oat arenas a etudier un polysaccharide deja connu, a sa- 
ved r, le dextrane. 

I»e dsxtrane est an polyCflucosida cle poids isole- 
culaire a 'environ 500O a plusieurs millions da daltonss, 
forme d'ursites gincosyia A, Uses par des enchatnements 
essehtialleraent 1-6, d« forsaule s 



-j-o-cHj, 
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Pour las applications en traerapeutxque, on uti- 
lise des aextranes de poids ssoleculaiie generalement. in- 
, furies** a environ 100.00. 
^ Ce pxoduit est ut.il.is6 , tiotanunent » come subs- 

titut dvs plasma sanguin ou du moins cosme plasma expan- 
deur, ou retablisseur d© volume. C&s utilisations pauvetti 
en trainer cspetidant, dans certains cas, oes chocs iawuni- 
taires . 



3 

Les travaux effectues ont montre que 1ft pre- 
sfirsce siatultanee de cer bains troupes de substitution, 
selors &e proportions de-ctirtainees , stir des cbalnes de 
d-eatrana depottrvues d ' acide amines leur cosf eraxt dgs 
„ pEopriet.es biologiquas de grand interet et una tolerance 
el eve e . 

L' invention a done pour but de fournir dea 
derives du dextrane pos sedan fc au mo ins eertaines des pro- 
priet.es biologiques de i 'heparins at utilisables comme 
^ Q foiomsterianx grace a leur tolerance elevee , 

EXie Vise egalement a fournir un precede de 
preparation de cos derives demise en oeuvre aisee. 

Siie vise egalement a fowrnir des biotaateriaux 
solubles et des medicaments ou veeteurs de medicaments de 
1S grands elficacite a base de ces derives present-ant 
i'avantage d'etre obfcerius par voie de synthase . 

I.es derives de dextrane de 1' invention sent 
caracterises en ce qu'ils poss^dent un poids snolecuiaire 
super ieur a environ 5000 daltona, at qu'ils comportent de 
9{J maniere statistiquej 

au moins 35% environ et plus specialemant 40% de motifs 
£ constituas de motifs osides subsfcitues par des radieaux 
possedant une fonefcion car boxy le reponda.nt. a la structure 
-O- ( CH, ) ~ R - COO " dans J.aqualle R repr&saate una simple. 
2g liaison ou un groups -CO-MH- CCH^ ) Q , - , n- est un scabre de 
1 a 10 et &« est un nombxe de 1 a 7 » efc 

- au moias 3'* environ de motifs O, e'est-a-dire des mo- 
tifs constitues de motifs osidiques de type substitues 
par una chai.ne coisportant un groups de structure ; 
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daris JaqusJ ie 

- fi ; r«pf«8«nt« une aim pis liaison, ao group e 
-CH ■-. cxi ufi "rouss -CH-GH.. R ~, fspressnke an anion <rurs 

' ' ' Jo." 

sel rainersl o« organic* pftysioiosiquament 

.toJersftie, p 1 us spBcialeiaent un groups SO^" . at « est v«l 
que <3«rini si-ciessus . 



d e r.-;i a 



ti.vit<S anticoasulative. Cette activite, bier, que p?-ua 
faibie que cells a« 1 ' nftpar itte , presents wn grand intsr*:t 
poisr ies applications biuiogitjues cis ees <Jsr*v*s, 

Gas produits apparai .saent , en outre, riofce.s d ' una 
35 activita anticosiplftiaentaire oa mSme ordrs de grandeur qus 

cell s 'do i ' he pa r i n e 

ofc tenua par is presence slaultsase ( i i da 
P0 Sronpas csrbaxy i « sur is.? actifs 

S St ?2> ti* ohaines tie substitutions, sur ies Motifs ft, 
3:0 «p of taint ties groupss aryla substi cues par un anion «>utt 
ssisX mi»«ral ovi st-gaiucjus «t plus so a c ia 1 e w stt t ci a s groype.s 
arylsnl rebates*... et relifc s la nbalrse tie dsxtrane par un 

s 3 . b r a rs o o m y> o r t is n t -J r : jj r o u p s a i« i ci e . 

Selon una disposition .a v e tageus e d* J ' i .nv e«-t.S on , 
ies dsrivss d ft daxtrar.e renf;; riaent en outre dss soU ' - 
£ iubstituw par das radicaux de structure -0-(CH 2 ) ft -CO- 
fiM - i- , -/ 0 darts laaueil© a, St n so.ot tels que def inis 

i.'*M»*M« dss wetifs ft nun Sii!>stitU23 «u dextrsne 
et ties motifs £ ci-fiesaus rep-res sn ten t a u plus n0% du 
total <3e motifs. 



One fa mi lie 



u b s t i t u a s p a r u e s gro u p s s c 3 r b o ;< ysth y I a , c a r b o js y p r o p y 
carboxybuty le -0- (. Cfi J ^ - COO" , rs statu eg.aj rsspecti- 

SsXon una autre fawtile prsferee, ies motifs S 
ubstitues par d«s groupss -0- fCH g } ^-CO-NH - < Cfi ., .5 n . , -COO 
les derives dans 1 e aiju i ;> n * est «pl a 4 , S oa ? 



Cdfflprsnwnt un radical -N'H- fCH 3 )^ ( - COO" cot-respon 
respectiv a « srt § u n g. /• o u p a aci d v a 1 e r 1 a uf , 
acid -x- amlrsocaproScjue et. siids ;i rr. i. si o c a pr y .1 i '.-< u e , 



de i'ysa fies families isfini.ss i - d « s s u s , aes iSotii's Q 
substitutes par une chains ds structure -O-lCB^i^- 
COSH-/ 0- > 

Dans trn autre group* prefer* , las chaises sJe 
i'Jsxt-ranie rersf era*r.t en plus ties motifs 8 cr-'Jessus, ties 

ifiotifs 8 safcstitues par one chains de structure 

Bans 'jr. autre groups encore. Lss Kstifs jj sent 
chains structure -C— <CH„) -CO- 



Bens ces different* groapes , R 
e»t tel. que clefini ei-4ess«» et repress- rite avsrsta- 
geuaeasnt un groups -50,^~ »t n est an ftots&re ele i a ft:., 
fie preference £gal a 1, 

& 1 u r: & maniers general « , Iss su6*titutions d«s> 
•motifs S> £, et & oesapent tsssntieilsaSivi. a a position 
2 cu westi f gXucosyie d e t>ase . Iss derives Sans lesquels 
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ces substitutions occupant d'autres positions.*, ainsi 
qu ' everttuellemerst la position Z, en t rent cependant dans 
le cadre de 1' invention. 

De aisis, I ' invention vise ega lament les derives 
dans iesqueis una partis <3e<s groupes -OH des glucosyies 
se presenter;! sous forms -OR^ ; 

Era preparant toute una gamme de derives, les 
inventeuxs ont pu Bettre en evidence que 1 ' activite asti- 
coagul&nfe devienfc ties faible lors«ue le taux des motifs 
1Q S est. infer ie-ar 4 35% environ. II en est de smme en 
1 'absence totaie de motifs Q. 

O'une Mdiere generals , pour un taux de motifs 
& fie X ' ordxe de 40 4 50%, -on observe une augmentation de 
.1 ' activite anticoagulants avee celle d« notafora de motifs 
1g Oet une activite anticompXeraentaire sensiblement egale a 
cells de 1'heparine. 

Des derives de ce type, renfermant S-12% e»- 
vixoji da motifs £, preserxtent ainsi une activite 
antithromfoique pouvant att«in<Sxe des valeurs de X'ordxe 
g 0 . de 300 & 400 u T/tsg environ poxix des poids moleculaires. 
p>Xus faibles de i'oxdre de 10.000, S3a tcls produits 
pxesentent une activite anticompletfterstaire de I'ordre de 
1 a 10pg/10 7 KAC 41sSb)Bi>I*w 

Cos valeuxs sont mesurees selon les methodes 
2 . s expo sees dans les exemjjies* 

L ' activite ant .1 thrombi que est pins faible de 
1 ' oxdxe de 1 a ouT/aig <st 1 ' activite anticompl ementaire 
•tou jours plus slevtae de l'ordre de 1 a 10yg/ 10 fe&C 
4b3bBto£> chez les derives possedant an pourcantsge plus 
3Q faible de motifs D d' environ 4*, is taux de motifs 8 
Itant de 40 a 50%. 

y»e categoxie particuXieresaent prsterae da 
derives de 1 : invention cctsprend les derives de dexttane 
comporfcatit les motifs S r C ot D suiv&nfcs •. 
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i ies proportions donn&es si-dsssus, 

invention vi.aa egalement u » proaedg pr« ps . 
i das dsrivis d e sSextran* definis ci-d« ss « s . 

S«lpn ee pros^de, on «t « n osuvra u ce chains da 
a de tcotifs A non subsfcituea et on 
eiabors ^access iv eaant las motifs B, C ei », 
raotiis «ta«t chscun obtarsu a psrtlr cslui prepare 
auparavant aeion I'ordre- inditjae. 

L'slaboratioo e« s different* mstXt* stir 

U chains a« coop rand av 8!!; a gSM!! M fl t u* a .tap* 

suivsnt.es , a savoir ; 

- la r«6tio« ii'wdsitrane avec un oarivs de 
fa muH s 

> X«CH 2 ) n -fi-COOH 
dans la«"«He X represents un groups i-esstif capable 
d'efcablir ti»± liaison de g lu cosy 1 a t i M av 8s un group* 
-OH d'un wot if glu-eosyl«, ce qui conduit a la formation 
da motifs B; 

A et. 3 avec un derive de forisuie jSf^fi^.. / c X 
dans Quelle eat t*l que d * f i „ i ? c X ! d a " s s""' . f , „ 

fixation Par ur) pant an}ic!e du groupe 
ary.a substitaa a, rascal proves 3 SS chaines 
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cU: t I ciea motifs B, ce m mk f i o< > i t 

des raotifs c aur 1& chain© , 

•• la salification das motifs C pour obunir lea 
motifs p, oii etape d'attaque 1 noyau aryle p«t s«bstituc 
nueieophile , 

- ie fracfcionnfcment eventuel des derives de d.ex 
trans afin d 1 ©limine r las derives presantant vin golds raol 

Lcs sapsraiisn des dsxtranss paut etre effecti;ea 
so p.ceR-iar, suivie des Stapes evoqusas c i - -dessus , 

CUadune das « ci -d u avei Llem&nt 

repetee jusqu'a l'obtention dv, taax desire de motifs syr 
la chaine. 

Pour I 'elaboration des motifs B, on fait ay an*, a.- 
geusament reagir avsc la daxtrane un derive reactif tel 
qu'un haiogenure, plus; special ©went pour des raisons da 
disponibilite , un cidorure. 

Pa react. Lot; de giueosylation est effeettjee an 
miXieu basique dans des conditions, permettant d'eviter 
la degradation da la chains da deatrane sensible a X' hy- 
droxy ae. 

A cet agard , is melange reaetionrsel basique 
renferoiant Is dex trana es-t port© a «o» teaplrattare ds 
1'ordre da 0*C ou infer iexire notammeot da -4*C a +5"C 

hprks addi tion du derive reactif , ie melange 
est porte a una temperature suparieura a X ' ai-Oiant.e , 
pouvant atteindre ?0"C environ. 

Tie preference, on precede salon un gradient 
do temperature, en faisast oroxtre progr«ssive«ent la 
temperature de I'aaibiante a 5S*C environ. Ue reglaae da 
la tempera tare perjnet de fairs verier Is rendarnent de 
substitution prs tiquenent a vclonte, 11 est ainsi pos- 
sible d'obtenir airssi bien das taux de carboxyle de 
40 a 60 % que das taux attsignant So % en vine at ape at 
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una cifirfiffsD da produits* re 



prietcb; a r. t.i.co ?!<;;;• 5r : t es g]S7fces, il est preferable iia 
disposer d ! un talis plus faible cie motifs _S, alors que ce 
taax doit etre plus; sieve pear augaenter 1 'activity anti- 
compieiiientairo d&s derives. 

y cells da a.;xtra:':« esv a v an ageus ei>>sn t tie J. , ii -a 3 t s. 

i t ' t f [- . . . des produi ts 

par precipitation, ie pti est abaisse ju»qu'& an pH neutre . 

Les prodirits sont pr©cipit«s k 2 1 aide d'«n 
solvent notattmeat i^r; salvsnt aicooiiqa& tei que ie irsethana 

!..orsque la onai.no R dans Isvs motifs B represente 
un groups -CO-NH-(CH, ) R , on o nr. i > t c ) nt 1« 
prodaits a parti r des motifs B sybstirjjes par ur.e chair:© 

-COO" par reaction av®c les acides amines corres- 
pondents. 

L'etape d»'«l«boratio« des motifs C eoroprend le 



derives do formula N H „ 



av5a.ta.gtus5:'sant un agent de c'!i.;d.; : ge en milieu iio.dsi, 8 
tssparaturj asbisnte, 

II s'agifc d "agents <3e couplage tela owe ce;;;; 
mentionnes dans I'ouvrage Reactifs IBF "Practical guide 
for use in affinity chromatography", .19 79, p. 34-37, 
notammeo* de la N -e thoxycarbony i ~2 -ethoxy-1 , 2-ai hydr o- 
cholina (BSDQS ou la carbodi if: ide ou i>IJ.l>Q i N-.isobutoxy- 
carbony i •• 2~i s ohu tox y - i , 2-dihydroquinoline) . 
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Selon line variants pexasettant cle reaiiaer la 
reaction avec un rendaraent 4tl&v& , a savoiry environ au 
molns 101 da ssibstitution, on prepare ?i 'anhydride stiste 
du dextrane en faisant- xeagir urs chlorof ortaate d'alcoyle 
(d 1 ethyl© ou d ' isobytyls notanment) et un dexiv6 capable 
de forme* uis chlorhydr&fee avee I'&ci&e ehlorhydrique 
libere te'i qua la trie-shy lamirie , la N-iaethy irsoxpholine 
ou analogue, Cette etape d' activation est realises de 

t j eiaps atiit r.ferieure a 0' et idea 
-IS* C, Cette reaction s'effectue ties rapidement ea 
quelques .minutes puis on realise l& couplage a basse 
fcextpex-^tii-r s . 

la rapport de la concentration en derive a 
coupler 4 cells du dextrane sunstitue est avantageusement 
de 1 1 ordre de 2 et celui du chlorof ormata par rapport an 
(lextrar.fi environ de 1 . 

On fait seagix les chaines de dextrane formees , 
renfexmant des motifs B avec un derive reactif contenant 
R 2 ** perwettant de fixer & 2 s«r le noyau aryle des 
chain as de &. 



La substitution par des groupes SO^ est 
a v a n t z t g a u s ero e n t x e a Use e a 1 ' a i da d ' a c i fie c ft 1 o x a s u 1 x c- 
nique, dans des conditions dilnees a Sin &* Suiter la 
degradation do is ehairte de dexbxane , Cette e-tape est 
xealisae en phase heterogene et le produit est reeupere, 
lave et sachet 

An couxs de cetfee etape, il est possible de 
substituer jusqu'a environ la taoitie des cycles aroroa- 
tiejuas des motifs C. 

L* operation est renouvellee si tiecessaire 
jasqu'a I ' obfcerstion du taux de substitution desire. 

En vae de see applications biologio.uss , le 
Sextrane substitue ainsi obterm est lav6 puis conserve 
sous forme lyophilisee. 

Grace a ce procMS, 11 eat possible de preparer 
par vole de synthase , une game de derives de dexttane 
pxesexvtant I'avantage d'etre solubles, de proportions en 
motifs de substitutions tree variables, ces proportions 
pouvant etre choisies en fonction des proprietes recSier- 
ehees . 

L' activity feiologigue des derives de dextrane 
definis ci-dessus a ate efeu&l&e; a &if far eats niveauss. 
notajsaent sur certaines proteines de la coagulation, an 
parti oulier, la thxojRfoine, et sur le system© du complS- 
meat. 

Les xesultats obtenus montrent que I'activite 
da ces derives vis-a-vis de la thrombins depend da pour- 
cent age de motifs B at fi, 

Cette activite apparait pour us tauje de motifs 
S sup^rieur a 35%, plus speciaiemer.t a 40% et erolt avec 
.le pourcentage de motifs 0. Cette activite semble done 
resuitex d'un effet cooperatif entre las chaxnes de 
substitution da B et de S.. 
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l> ' exaoer. des fractions; isoniolecwi. aires de derives 
de 1 ! invention a r.;o;itre un acx'roissstter.t trss net do I ' ac- 
tivite d' inhibition fie la thrombins avec la .masse raolecu- 
laira. 

S L 1 etude de leur action snt lea proteines- plasma- 

tiques du svsteme corapX&nentaire a mis en evidence un fort 
pouvoir d* inhibition vis-a-vis do 1* action de la C* 3 , con- 
vertase alterne, complex* enzymatigue capable de p'river la 
proteins C, de la voie alterne du systems corspleffienf aire . 

10 En presence du sang,, ces pr odu.i fs sont aifss i 

capables de condeire, autant que I 'heparins, h une dimi- 
nution de i'hs.v-oiyse et a am 6 :.ro saance de la rdponse 
infl&tnmatoice de i 1 organisms « 

Ldnterat de ces derives est encore seen; en 

15 raison de leur bonne tolerance. 

Les tests de to xi cits ont ete et .tec tees sue 
des sour is d' environ 20 g par Injection intravelneuee 
de '0,5 ml par sovsris, d'une solution de 40 mg/rcl du dex~ 
trane moditie conform* k la preaerite invention dsns du 

2© solute NaCl isotoniqua. Ces tests ont deraontre ia tot ale 
ioccwite des produits conform©* a la presente invention : 
aucune reaction ni pendant 1 'injection, ni pendant 14 
jours suivant 1' injection, n'a «te cons tatee « 

Ce.epr.e tenu de ieurs proprietes , ces derives 

25 sotit particulieresnent appropries pour 1 " utilisation en • 
tant que substitute de plasma sanguin pies specialeiaertt 
<:osis» expanasurs evec I'ava-vLege par rapport aux daxtranes 
de disiiayer les risques d < hyperseosibili tes observees dans 
certains ces , 

30 ' U' invention vise dote egaiea\»at des btomater iaux 

utilisables comme sebstituts da plasma sanguin et expan- 
dcurs h base des derives de dnxtrane ci-dessus en solution 
de 5 % a IS % environ, notattitnent lo % environ dans un 
milieu saiin. 
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Cos ( /p-w-t .i i, sont utilises &cit: example u ra.i- 
scirj d' environ 1,5 a 2 I /jour. 

Ce:S dsnvej const! caent eg a 1 am er; t de precious 
supports pour la fixation de differences substances a 
S activiti therspsutique . 

derive ce dex trans icourbe ») at <ao bepar irie Sccurbe 

- Lea figures 2a et 2b rsprssent.ent la variation 
la de 1 'activity anticoagulant e a en u NXHT/mg en fonckion 

t. > tiv&me l ^ de tifs ec des groups ' a r o I 

et du taux de motifs avec des groupss sulfonate!;, 

•■ La figure 3 represents la variation de I'acti- 

v .• ! s anticoiiipiemen f aire de derives de dextrans en ng/lO ' 

IS B;«C 4b3bBcP en function de leurs tsi;x en -COONa, et 

- La figure 4 represents la variation ds 1 'acti- 
vity anticompiementairs en j*g/iO SAC 4b3bBbP avec i'acti- 
vite anticoagulants en u T/jng de derives de dextrstt<3v 
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1;' invention est exposae plus; en detail dans las 
exeaples qui suivent relatifs a la preparation de derives 
da dextranes et A I ! etude de leurs acfcivites biologiquos . 

Preparation de derives de dextrane comportanfc 
les motifs B, £ et fi suivants ; 




On souiaet un echan -billon de dextrane d'un poids 
stol&cul&ire super ieur a 8OO0, la separation ayant 4te 
effective par chromatographie liquids sous basse 
pression, aux etapes l a 5 si.iivant.es : 
1} ; carboxyraathylation a 1'a.ide d' acids monocfeloro- 
acetique - 

2) ■ fixation de hanzyiatnine par couplage de cs derive - 
3} : sulfon&tion des noyaux aronatiques de la benzylaraine 
4) t lavages et conditlonneroemt , 



u 

i4re et&pf < > t ? ' ? *s§s 

Cette etapa est inspires par las travaux de 

f . mnomni & ecu. <oioro. siocni . m, es, tass> . 

Dans un ballon de 1 litre »tmt d ' un systtee 
5 d 'agitation et iiftmerye aux deux tiers Sans un bain (glace 
* sel (~4*C), on diasout 4.8, fig de dextrsne {0,30 Mole) 
dans 400 al de soude 6 {2,4 Moles). On laisse sous agi- 
tation a ~4*C pendant 20 minutes. 

Dans Is ballon, on introduit petit a petit. 
iQ (duree d ' introduction 10 minutes) 100 g do CieHgCOOK 
(1 ,05 Moles) . 

On porta la temperature a 70* C et on raaintient 
a cetts tsisperature et sous agitation pendant 20 Bsxrmtes , 
On rerroidit en ismaergeant le ballon aux deux 
1S tiers dans un bain de glace . 

te pH qui present© una valeur voisine da 11 esst 
a juste a 7 par addition d'acide acetique > 

On pracipite is produit a I 'aide de 3 litres de 
methanol puis on le lave au methanol et on le seehe dans 
2Q ana stuve sous vide a 40* G environ. 

Par cette methods, on substitute environ 30% <5es 
c-yles dextranes, sans degradation das ohaines ir.acrojao.le- 
culaires. tea substitutions plus iaportantes sont obte- 
mies en repetant plusieurs fois (n xois) cette operation 
g 5 selon le tableau .1 ci-apres : 

TABLEAU I 
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h (norabre da 
carboxymethylation 1 


% da motifs dextranes 
carboxymethyles 


1 


30-32 


a 


45-50 


3 


60-55 


4 


75-30 


5 


90-98 
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2 sine etapa : ir.jjtati-fLQ_^.^^ejl^J-.miiE^ 

Cefcfee etape est. inspiree par lea travattx de 
P.v, swos&m (Biochem. Biophys . Res,. Comm. &JL7T7, 19745 

Pans un ballon de X litres, on Sissout sous 
agitation 4 te&peratnre aabiajvfce 40 q de carboxyasthyl- 
dextrane a 901 de motifs dextran.es carfooxymsthyl^s 
(prepare au coars de la lexe etape} dans 290ml d'eau. 

On ajoute le pH a environ 3,5 par de V acids 
chlorhydrique IN . 

On verse 89 -g < 0,360- Mole) de K- ethoxy car bony X - 
2~ethoxy~ 1 , 2-d ihydroqwinoline <E>S.D,0-J de formula ; 




dissous dans 710 ml d'ethanol absolu. 

On maintient sous agitation pendant uae demi- 

benre . 

On ajoute 40 xal de feenKyiamine (O r 36 Hole) et 
on laisse sous agitation une nuit, 

&pre.s evaporation du melange presque a see, on 
precipice 1« ciextrane a X'aide de 2 litres de methanol, 
on lave au methanol et on sec&e a I'etuve sous vide 4 
4CC. 

3esse etape ; SuXfonation deg aovaux aroma-fciques da la 

12 g de produit ebtenus au cours de ia 2 erne 
etape et coapoxta»t 1 siMole/g de benzyl amine sonfc 
disperses sous agitation dans 240 ml de chlorure de 
nurfchy • 9:1a . 



V6 

Or. ajoute lentement 2,4 ml d ' acide chlorosul So- 
nique {0,O36Mole), on laisse le melange reactionnel sous 
agitation une nu.it, on f litre, an lave a I'ethanol puis 
or. seche a I'etuve sous vide a 40* C. 
5 Par eette methods, on sujbstitue ^usqu'a environ 

la moitie das cycles aromatiques de la bensylamine. 

Pour obtenir les taux de sol £ onatior, desires, 
on renouve.IIe I ' operation plusieurs fois. 
4eiae etape : Lavage s e .t condi tionneaent - 
10 Le produit obteau en fin de la 3e»ae etape est 

diss sous dans une solution aqueuse de sonde et le pH est 
raaintenu a 8 pendant 2 heures . 

II est ensuite lave a I'eau, equilibxe a pH 
7,35 par du tampon de Michaelis, puis reiave a I'eau. 
15 Toutes les operations sont eff ectuees en utilisant ia 
laethoae d ' ultrafiltration (membranes setsti-permeables a 
seuil de coupare adapte) . 

Le produit est finalemant lyophilise. 
EXR MPL E 2 i 

2Q Variants de realisation de 1 ' etape de carfooxy— 

methylation et de coupiage de la bensyiamina . 
. carboxymethylation ; 

En variants, on opere comme suit : 
.On dissout 30 g (0,185 mole) da dextrane de 
25 pcifis moleculaire de 40.000 environ dans 246 ml de sonde 
6K 11,48 stole) et on a$ite pendant 20 minutes a cette 
temperature . 

On intxoduit ensuite lentement dans le ballon 
61,2 g de ClCH 2 COOH {0,647 mole), en m&intenant la tern- 
, 0 perature a 20' C. 

Le systems est ensuite chausfe pour atteindxe 
55 *c au bout de 20 minutes. 

.La reaction est ainsi maintenue pendant, un 
-temps variable ±. y {de 0 a 60 minutes ) selon le degre de 

35 
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mont c.ie cetie carcoi:ys^hyiat:ion en fixar.t is temps t y . a 
40 minutes «t en jouaot sur Is rapport R, ? da la quantity 
d'acide rooncenloacstiqua 1; la quantite de motif dextraoe 
selon 1 4. R £ 3,5. 

c< ipi - • 

Darns un reactaur double env&loppe (6,1? mtao.les .! 
relie a un eryostat. 1 g de csrbo*yr«6thyl dex trans de 
poids fnoiecuiaire de I 'of tire da 40 000 (98 % CKD) est 
disaous dans 8 mi ci'eau st on acidifies le milieu a »K 

ler.temeiit 15 jal dm dimethylf o»?i« ids tout en roain tenant 
le p'R vers 3,5. 

La solution est alors port-se a -15 "C. 

On. a j outs en suite un volume V, (0,4<3 ml) de 
N-raethylmorpholiBe est un volume: {0,52 ml! d'isobutyi- 
c h 1 or o i: o x m a t e , 

Una minute spree ce dernier aiout, on introduit 
un vplSffte V' 3 (0,49 ml) de beosylamihe . 

La reaction est maintenue sous? agitation pendant 
un temps d. (5 a SO nin) d -la'C, puis Ira temperature sat 
amenee a 20*C et on agite pendant 1 heure. 

Le produit est a.lors tixre sous vide puis preci- 
pite dans 500 ml de methanol, litre sur fritte puis resus; 
dans 1 > ©au pour etra ul tra.fi Xtre sur membrane calibree. 

On obcient ainsi ciss taux da benzyl amine fix*?© 
variant entre 1 % et 15 % en une ©tape. 

En procedar.t cows inodlqae eeos i ' example .1. ou 
2 ci-deseus , on a prepare une serie de pr adults substitues 
de faeon varies. Ces produits sent rapportes dans le 
' tableau 1 suivant avec une indication de Xeur composition 
et de Isur masse moXac.'ulaire racyenne en r.ombre . 
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2:1 
22 
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2A 
25 
25 
27 
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$633 
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667D 
SS>3C 


71 
47 

• 40 

40,5 
' 40,5 
43 
45 

76 

,53 

SO 
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7& 
<<>S 


7 

7 

■2 

0 
0 
S4 
0 
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0 
3 

0 
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3 
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SO 
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10 

5 2 
IS 
JO 



19 



Etude du temps de throsifains , ciu temps de; rep;, i. •• 
1 ase e t de 1 1 activity anticoagulant© de derives de i'in.-- 

3.X, Temps de thrombin© et temps de reptilass. 
Methods ; 

On re? le 1. - n_ - de thrombine III et le temps 

d e r e p t i i a s e ( T R ) . 

Le temps de t.hros'bir.e correspond au tsspa do 
formation d'un cailloc spres addition da thrombin© dans 
«3 eeh.antiilon de plasma ou use solution de fibrinogen*. 

Le temps de reptiiase persist de cord.roiet que 
la capacite de transf oraistion da fibrinogen© en fibrine 
s'ssc pas modifies par la presence de derive de dextrane, 

37"c a I 'aide d ! un coagelometre Dade KC1 , en operant 



0,2 ml.de plasma pauvre en pisquettes {PP?} 
ou de fibrinogene (6 g/X) est incube a 37*C avec 0,1 ml 
20 de tampon de Micbael.is con tenant aelon une conesntration 
appropriee le derive da- dextrane dissent . 

La duree d* incubation est de 5 »n. 

On aioute 0,1 mi de solution da thrombine 
(dans an tampon de Wiehaelis ) ou do reptiiase (dans do 
25 i'eau distil Lee) et on manure la temps d * apparition <3u 
caillot iV2 TR) . 

Le temps temo.ir; est determine avec an volume 
de tampon exempt de der:i.v<S de dextrane. 

L ' evolution du TT sot plasma en ionction de 
30 la concentration du polymere apparait parallels a cells 
obsarvee avec .1 ' heparins ooiffls 'le iiioatre la figure 1, 
Sur cetts figure, on a indigue la variation dti TT en 

i srivi > tr - »tif D et 

45 % de motif B {courbe o) , (2) d'une beparine {courbe <?) . 
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L ' hepiiti n , i s'ifj f cii! -an a-cU te USf 
as 173 ui/rog et un p-oids siioleculaire do 10 700 daltons 
Resuitats ; 

Sijr ie tabiSflU 2. on a acports l&s t.e:nps dss 
5 irhronbine sur pla.ipia et fibrinoge.-se amsi que le terripj; 
de reptiiasss, obtenus avec divars derives cie dex trans 
(las pourc&ntages cie motifs B, C et. D, cie ces derives 
son t doRMs dsns le lablsau I i . 
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teSfdrersCQ • 
{voir Tableau : j 


Epac eiifcr atiion 


Jesnps 4* threat bine t TT sec + 1 


svir p asma 


initial* (C) 


(Concentration 
initiate da ' 
thr. on; bins s 
20 u NJK/mJ.) 


if. g/X Haei 
0,145 m 

Tetoo ; n 8 


3 Jtiaxtrajws) 


SO 








, ! » ax trans 


SO 
£0 


8 
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50 
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50 


8 
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3S> 
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., 
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50 
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5 3 
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59 
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' . 21 






10 


33 
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39 


15 




22 


IS 


Zt 
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S3 
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■s.i- 
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Si 
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23 


1,25 


20 




ia 






22 
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!3 


2S 


1 








, 26 


0,8 


2? 






27 


0,3 


20 






28 


0,3 


22 






29 
30 
35 
32 


3 
3 


2) 
20 






Hi par in a 
5 73 tfl/mg 


6.3.0"""* 
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T<!bie:;ju Z : Te«;p<: de ttiroob ine (XT) sur plasms et fibrinogens 
ainsi que teaps de teptilase (i'R) des derives do 



2.7. 

On i vsn - aue ies tompa d© apuui ne sont 
P Uonges fen pi i la ( rn ibrxnogen 

o'est pas altera, C-ti,; 1. n v;; r ;i aw :.r to" des tamps do re.pl i - 
base- autorise de corrslar X ' aUongement dsa t&mpa da 
5 ):hrcm.i a; snr ~ s» a una sot: its anticoagulants. 

Les temps da fchrotabine sar fibrinogens! sont 
de i'ordrs da celui das teraoins lorsqus les concentrations 
an derives de dextrane sont faib.lea. 

En revanche, iorsque ces concentrations soot 
ID eleveas , on observe -art lager allo-jgesmenfc de ces teraps Cjoi 
pourralt traduire la possibility d 1 une action directs du 
poi vifsire s;;r in thrombin© , Ces observations tersoi gnen t 
en favour de la participation d ' un autre iteoanisme rei 
que celui de X • anti thrombins ill dans ee tfiacaaisms cowe 
IS dans ie cas de 1' heparins . 

3.2. Activate ant i conge 1 ante : 

U" act iv.it: e anticoagulants {a) est dstandnea 
■ k p&rtir des temps de . thrombins du PPP en presence .de 
20. diversss concentrations de polymer©. 

L : activity a est dei'lnae comma etant in no (fibre 
#' unites de thrombins inacti veas pa.r milligramme fie pro- 
duit (viT/mg) . 

•Cette quantite de thrombins inactivee est da- 
25 csnsinee a parti r d'wae courbe de calibration, 

Ij&EVS les i»§mes conditions, 1 'heparins commer- 
cial e a an coefficient d 'activate a egai a 4OO0 uT./>y. 
Sssaltats ; 

On rapporte dans la tableau-. 3 ci-aprb lea 
30 vaieurs de I'activite anticoagulants a en uT/rag pour 
les derives considered dans la tableau 2. 
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TABLEAU 3- 



Reference 


i'\ct i v j. 5:6 ;in t. i c:nsg« I«n c e 






1 (Dextr«ns) 


o 


^ C . M . Dsrfcrsne 


o 

0 


4 


o 


5 , 


o 


6 ; 


1 


7 : 


X 


8 ' 


i ■ 


9 : 


i 


ic ' ; 


i 


ii ; 




12 ;; 


3 


13 ' 


4 


14 


6 


15 [ 


14 


is • 


1:5 


17 , ■ 


IS 


is ; ■ : 


17 


13 , 


13 


20 • 


18 






22 


22 


23 


23 


24 


29 


25 ' 


31 


26 ! 


40 


2? 


S5 


29 ' 


70 
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Va.rlat.ion de 1 t.a.cA iyit» ^x^ sQM^lM^s^S^^...t^asLtk^ <tes 

Pour lets profiuifcs 1 4 28 da 1' activity a a efce 
reportee sux les figures 2a et 2b en fonction clu taux de 
motifs B portant. les groupes carboxyroethyle on des motifs 
53 sulfonates. 

La figure 2a correspond a la variation de 1' ac- 
tivate a des derives a© dextratie &e Mp da depart da 
jQ ..'500 en fonction <3u taux de motifs B, avec an taux de 
motifs 0 da 15 i 1 (courbe *■ ), de 11 1 1 {courbe ■* ) 
de 6 s 1 (courbe A ) et de 2 i 1 (courbe v ) , 

La figure 2 b correspond 4 la variation de 
1' activity a des derives de deKtrane utilises en function 
du tau* de motifs D, le taux de motifs S etant 
47,5 t 2,5%. 

L'exaxaen de cas resultats monfcre qu'oti obtient 
une activity antithrosibique lorsqxie les pxoduits renfer- 
merit an mains 35% de motifs g. 

On note egalement una augmentation rapid© de la 
valeur &, au-dela du seuil d" apparition de I'&etivit© 
antitbioBibotique (figure 2a). 

Cette augmentation de a apparait d ' autant plus 
forte <jue la proportion de motifs du snpport dextraae 
portant des groupes sulfonates est elav&e (figure 2b), 
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- 2 5 - 

f n l t Li t < _ , i p i ,,_ h _t 1 •■ 

masse aalece iai re «r. n.etlvitd ant icoagtiUaca, un rfer i v& 
tres polydlspersS (HK » i'iGOO, 'Mo- * 74000, MW : ? , i: ) ; 

Mr) 

5 ssoye»r»emen£ a-c s: i f tit dextratie ( a •« 8 o'S.'/iug a S f. * 
ftsetioftne coasipa suit : 

rempli3«8g« de la coloaae : on utilise uri gal preata- 
blesjeot lave fe-C mis S goniter dans da 1 '«au bt-dlscxltee 
a 20- 9 C pesodaat una di?.aine d'heures „ svattfc d'Stre iticro- 
10 duvt dans una cotofttt* de verce (L«8) de t is rie long et 
2,5 cm <!« diamgtrs intSrieur . 

elaarrt ; solution aqusese de SaC ! O s 2 M enfcratnee I 

25 ml/h par dm potp.pe § gslets "Vario Pes?**" (J) tLKB) 

charge i i 00 mg de prod-ait: dans S ml d T <5.luanC 

detection de la concentration 5s la soliitiou SluSe t 
par spectroscopic UV (2S0 siis) . 

Aptes passage sat cecca colonns, la produ.it ear 
fraceionnS sei«« sa masse laoiSculaire sti 5 fractions. 
20 (11 a eta verifiS par dosage chiwiqu* qua la separation 
s 'effectual wniqueroent en fottction da la masse). 

La masse de ehaque £ recti ©a a geg d€c&srmi«-Se par 
c b r d m a t o g ,v a p h i a d'exelusi o * 1 i <j u i de sous h * ace p r e « s i o n 
(90 bars) sur colonoe "Merck L if.brss ph e r " (J) !Q0 diol . , 
25 en milieu aquaux S«C ! 0,2M, et acres etslonnags cis la 

L'actlvi t e a r> c i c o a g u i a n te a. d e e h a q u a Erac t ion 
eat. resumes dans Is tableau 4a ei-apres : 
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Fraction 




A t t vi.^ a (x.. t<io i 




27 .OOO 


| 20 


; 


1 9 . OOO 


| 14 


3 


15.000 


] 3 


4 


8.000 




5 


S . 300 


I 3 



avec 



Una ©p^XirS* 
ayant an poids 
colohne de 



■a id.entiqi.ui realises sui: un 
moleculaire de I'ordre da 40.000, 
e>0 cm/40cm, un gel Ssphadex S 300 



Superfine^ en utiiisant une charge a« 500 mg dans 20 ml 
perraet d'obtenir leg 5 fractions idexrtifiees dans Is ta- 
bleau 4b suivant -. 

tableau 4b 



Fraction 


Masse 


Activite a uT/isg 




85 


OOO 


30O 


2 


52 


000 


285 


3 


39 


500 


£70 


4 


27 


SOO 


154 


5 


14 


500 


11 



Baas le domain© <3u poids molaculairas conside- 
red*, en constate que 1 ' activite anticoagulants croit avec 
la ssasse woleculaire . 



Las proteines xelevant de la phase contact sent 
celles qui s'activent. aw contact d'une surface autre cue 
1 'endothelium et sent responsables , du tsoins en partie, 
de 1 ! activation das aatresi facteuxs de la coagulation. 
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La kail lore ine< enayme issue de 1 ' activa tion de 
la phase contact, amplii'ie I ' activation de ce systame . 

d'€S derives; da dextrarse selon i ' invention du point de vue 
Se leur action sur les prcteines de la phase contact , 

Le test revelateur d' activation tie ia phase 
contact consist© & doses X* activite ensyatatique de la 
kallikreine. Ceile-ci est mise -en evidence par ,1'ami- 
dolyse d'wn subs tr at ohroaspgena specif xque de 1« enzyme 
{substrat. S2 302 commercialise par K&bi > . vitesse Se 
liberation d'un do a produits de I ' nydr o.Iyse . la pa rani - 
txoarsiilinc \pNA) est siiivie par spectrophotametria & 
405 nan. 

I> ' augmentation de la dens its optique par unite 
de temps a 405 ma est proportionnei le a 1 ' activite enzy 
tr.atiqae de la kallibreine. 

La reponse de ce test est. global a car ells ne 
per'mat pas d' analyser separement lee differences efeapes 
del* activation de la phase contact. 

L ' activation par les derives du Qextxane * ete 
analyses en fonction de leur concentration et, d'autra 
part, en fonction de la nature et de leur composition eh 

Selon lee resultats obtenus 1 ' amplitude de 
I ' activation du systems contact apparait cosarae una fonc- 
tion croissants de la concexitration en derive, act it d« 
dextr&ne . 

t-e pouvoir activateuz des polymeres vis-a-vis 
de la phase contact par ait evo.luer an fonction de la 
nature, et de ia composition en substituants de man i ere 
analogue a leur activite anticoagulant* i One augaenta- 
tion &' activite apparsit aw-dela d'un certain t.aux de 
motifs B et semble d ' act ant pivss marquee que le tanx de 
motifs a est sieve. 



i Ak^kil£z~-JhL dextrane jig 

ll&Xm£MJj2XLJ>MK ^-i feiffi % 

On a etudie 1 • action de derives de daxti-ans tie 
composition ch.iitiiqu.es variables stir la C ? convex tase, 
altsxne, complex® enxyntatique capable de diver la. 
proteins C v proteine de la voie a.l tcrr.e q;i syster^e coa- 
pleaentaire. 

St; presence du en 1 ! absence d ! anticorps speci- 
fsques, le systese coraple»entaize part; :ipe aux mecanis 
sec as recnnnaissaace on r : ie defense da I ' ncits via -a - vis 
d' agents infectieux ;^ de celi«Ies Stranqeres. 



Les fexythrocytes portant les fragments C.3b 
(petit fragment libere par le clivals de C^} st appel&K 
plus prs-ci semen* SA C4b 3b, sent sepsrea a partir d ' Ery- 
throcytes de moaton® sensibilizes CSA> selon le protoCole 
deexit par R-D-Kasatcnkline et coll. a. Cli. invest, M,, 
223, 1381 , 

I.bs Eryttopcytes son* ensuifce mis en presence 
de tjuantiies de proteines et stabilisant 9, '»•» P suf:.£i~ 
sants pour obtenir urs site "C3 convertase amplixidatrice" 
pax cellule designs par E& C4b 3b Bb P. Ces sites actl** 
vent la voie effective du complement cojspxen&nt las pro- 
teines pl&smatiques C s -C 6 -C' 7 -.C g -C- 9 et provoquen* I'heBJO^ 
lyse des erythrocytes qui relarguent 1 ' hemoglobine , 

Ses fractions de 0.1 ml de cetts suspension 
son* pre.l.evees et ajoutees a 0, 1 ml de tampon DGV8 ++ 
{tampon Veronal +■ 0, 1% de gelatine et contenant O, 15 mM 
de ft*.** et 0, S jrM de dilue aw 1/2 avec une solution 

de dextrose a 5% contenant 0,15 rM Ca ++ et 0,5 n*I de 
Mg"*' * } seu'i on contenant des quanta tes ad&quates de 
dextxane moditie con forme a la presents invention. 

lie melange est. in cube 30 minutes a 30* C sous 

agitation . 



On ajoute 0,3 ml de serum de .cat dilue au 
1/20em« Clans du tampon GVa-ED'M (tamper. Veronal + 0,1%. cie 
gelatine et contenant 0,04 « ED?&) . 

I,es sites C3 coavejrfcase formes son* teveles par 
ur.e incubation ds 60 minutes* a 37* C sons agitation.. 

On arrece la reaction ei: ajoutar.t 1 ,S Kil de 
NaCl 0,. 15M. 

Leg tubes sont centrifuges et 1 ' intensite de la 
{Q iyse est determines par lecture des sutnageants a 412 am 
par analyse au spectrophotom&tre « 

La nowbre de sites hemolytiguas pas cellule est 

ca.lcule. 

15 vactivite inhibitrice d« produit teste est 

exprimee en pourcentage d ' inhibition de formation de la 
cowsrtasfi par reference &u tube temoin o& la corsvertase 
a ete formee en 1 • absence de dextrane modifie conform© a 
la presente invention. 

^ Cette activity est exprimee en poids de produit 

54 volume coastaat.) necessaire A 50% d' inhibition de for- 
mation de la convertases . 

Cette activity varie en foncfcion des motifs.. 

25 
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On rapporte <3ans le tableau <5 .Us resuitats 
ofctenus avec des derives -figurant dans les tableaux 1 at 
2 ci~d<sssus an ray-pel ant la composition shiitiique des pto- 



duits at leur activity anticoagulant© a. 

5 
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C % 


0 % 


antic ornpl esien fca i r fi 
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I. ' ex a men de ces sesuXtats montre que les 5c- 
tivitss anticompXeraentaires d6s derives du dextrine 
atfcsigr:ettt das valesrs qui sane du issae ordre at ai&«c 
pour certains derives super ieures a celle de 1 ' Mpariae * 

Sur la figure 3 , or, a represents I * evolution 
1 'activity ant.iccmplementaire des derives du dextrarie en 
Sanction de leurs compositions chimiques pour des iaux de 
xaotixs B variant de 10 a SO% et des taux de motifs D 
eg a uk a : 

; courbe « 
4-5% eouxbe v 



On constate que X ' activite inhibi trice croit en 
temps que i 1 augmentation du taux de motifs £ pour u« 
t&UK de motifs 8 de 40-50%, 1' augmentation du taux das 
motifs s au~d«la de cette valeut n'apportant pas a* ameli- 
oration . II est 4 noter egalesEent que 1 ' evo.tut.ion en 
fonetion de motifs B et 2. de 1* activite anticomplajEen-- 
taire est tres prc-che de cells de X" activite antieoagsr- 
lanfee &. 

On notera que les derives a faifoles taux de 
motifs D pr&sentent dSja vae activite ant icompl^wentaixa 
important© alors que Xeur activite anticoagulante est 
tress laible. 

Or remarquera* en outre, que la seula presence 
des motifs £ induit une legere activite anticompl etnen- 
taire alors qu'ella n' entrains aueun effet anticoagulant . 

Sur la figure 4 ; on rapports la courbe obtenue 
en ©tudiant la correlation autre 1' activi te anticomple- 
mentaire et X' activite anticoagulants des derives ci- 
dessus avee les symfeoles % > V > 0 * st correspondent 



respectivemant a cles destranes rent erntant 9 a 12'i de 
motifs 4 & 3%, 0% et 2 d 3%. 

Cette figure met en evidence 3.s possibility 
ti 1 obtenir des profiuits dotes <3 ' line forte activite anci- 
coTr.pIementaire «t d " une activite emticoagulante faible. 
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1 . Precede da preparation de derives tie 
fcrane possedant un poids sscjlcculaire 3«psrieur a env 
5000 da 1 tons et coiapoi taftt de sianiire s fcatis tique , 
- das motifs glucosyle A, lies par dec enchalnemenes 
de structure s 



'A' 



- au rooina 35% environ de motifs B const ituss de motifs 
osietas subsfcitues par des radic&ux pos sedan t une fonctioa 
earboxyle repondant a la structure -0-- { CH 2 )^-K-C00~ d.a»s 
Xaquells & represent© une simple liaison oii uft group© 
-C0~:ME-(GH 2 ? &- as* un nombre da 1 A 10 et a' est un 

sombre da 1 a 7, et 

~ au ffioins 3% environ de motifs d, c'ast-a-dire das ja©- 
%i£» eonstifcues da motifs osidiguas de type h mais jsubs- 
titUes par une cnaina comportant an groups de structure ; 



dans la^tifelle s 
- R 1 represents un groupe -CH ? ~, ou un group© -CH-CHg-, 

coo" 
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"K „, repressnte un anion d ' un sel mineral ou organique 
physiologicjuewent tolerable, eh n est tol que da finl 
ci-dessiis, ce proceda etarst caracterlse ea ce qu'il 

ia rsactioi! d 1 un dextrana nor; substitue A avec an 
cisixve de ioi;nuis 

X(CR 7 5 ^-R-COOH. 

dans laquclle X .represents an groupe reactix capable 
d'etablir une liaison cJe glucosyiation av«c un gzoxipe 
-OS d'urs mobif giucosyXe, ce qui conduit & la formation 
de fisotifs B, ou er< variants, pour preparer les motifs B 

un chloxof or-aate d'aleoyie st un derive capable de former 
un . rnydrate ivsc 1 1 aoida chlorhydr po libere, c.etta 
etape d ' activation etant realises h arse" temperature 
inferieure a 0' C, puis on realise le coupiage a basse 
tespsrature. 

- la reaction du der crane renferroant les rao-tiis A et B 



avec un derive da foxamie NH^ -R,, - ^ 0 > 

dans Xaquelle S 1 est tsl que defini ci-dsssus a fin d'ob-- 
tenir la fixation par urt pant amide du groupe aryle suiss- 
titue au radical pri>vena«t des chaines de substitution 
des motifs ee qui permat <3 ' introdnire des motifs j£ sax 
la chains } cos motifs cor.respon.dant aux motifs A mais 
substi tuea pax des radicaux de structure -0„< ca> > n -CO-NH- 

A 



laque'U.e R., et n sent, tels que defini 3 



- la sali, r'icat:; on des sotifs C pour obtenir les motifs P, 
?. . Precede salon la revindication 1, earacteri- 
sss par la f rao caonneraenc des derives fie dext.ran.e , at in 
d'eliminer les derives presentarst un poids ssoieculaire 
inxerreux a 5,000. 
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3. „ Procede salon la revandica bxon 1 , aaractir.i.- 
s e en ce qn'cn fait seacrir la dextrane avec un haiogenure 
en milieu basique, 

4. Precede seion la xevendication 3, caracteri- 
se so ce que le melange rSactionnel renfarmant le aex~ 
trane est porta a una temperature da -4 i +5" C, puis 
aprss add.it.ian chi reactif a une tampe ratu.ta saperieyra a 
1 ' aabiaate . 

5. Precede salon la revencli cation 1, caractari- 
se en ce qua le rapport de la concentration an derive 
reactif a calls du dextrane est <3e 1,5 a 3,5, 

6. Procdde selon la revendicatiori 1 .. ca.ract.eri~ 
se e» ce que iorsqae la chains B dans less Bioiixs g 
represent© tin groupe -CO~»H- ( CKg )R , on obtient les 
produifcs a partir das motifs s substitues par une chalne 
-0~<CH ? ) n ~C00~ par reaction avec les acides asi&ess 
correspondents < 

?. precede selon la xevendi cation 1, caractari- 
se en ce que pour former las »ti u 3 c» ; 1 3 la 

structure -0-(CR 2 )-C00~, on utilise Mn derive de for&nlss 

X-O-CHj-COO" 

8. Precede selon la revindication 7, c&racteri- 
s6 an ce efts' on forme dss motifs B substitues par des 
grouses carboxyethyle. carboxypropyle ou caxboxybutyle 
-0»!CH 2 ) r -CO0~, a 6tant egal respectivemen* a 2, 3 ou 4 . 

3. Procede selon la revendi cation 1, caract ari- 
se en ce qu'oa forme dea motifs £ substitues par dea 
groupes -o- ( CE 2 > ~CO-»H- < CH ? ) Rf -COO " 

10. Precede seion la revenaicat ion 1 , caracte- 
rise en ce qu'on forifce des motifs g subst.it.ues pax una 
chaxne de structure ~0~(CK 2 ) R -cONH-/o\ 

11. Procede salon la revendicatioi 1 »c a~ 
rise en ce qu'on forme des motifs; D susstitues par une 
chains de structure ; 



12, Precede selcm la revesidicfrfclon 1, c«.rac ce- 
rise en ce qu'on forme das rsotifs a substitutes par una 
chain© de structure : 

-0-{CB 2 ) n -CO~WH-pH-CH 2 ■■ < <\) 

COO" ^"^rj 

13, Precede seion la reveal cation 1, csracte- 
xise eft ce qu"en xepete les Stapes jus-<$u'& 1 ! obtention du 
taux desire d© motifs sur la qhaSn©. 

14. Precede salon La revencM cation 1 f caracte™ 
rise en ce gts'on ijitrodu.it de S a 1:2% de atotifs fi, 

15. Proceda seloii la. revendication 1, caracte- 
rise en ce que 1 ' ensemble des motifs a non substatues ai- 
des rootlSs C represent© au plus 60% du notabre total de 
istot.ii £ s , 

IS, Proceda sfelon la revendicatxon 1, earache - 
rise en ce qu'tme par tie des groupes -OH des glucosyles 
se presentent sous forme -0R ? . 

17- Precede seion la revendicatibri 1, caracte- 
rise sr. ce que le rapport de la concentration en derive & 
coupler a celle du dextrane substitue, dans la variant.© 
da preparation des motifs a,, est da 1 ' oxdre de 2 et celui 
da cfelorofottaate par rapport au dextrane environ de 1 . 

IS. Precede sseion l& ravendieation 1, caracte- 
rise an ce qu'oa fait xeagir l&S cbalnes da dextrane 
forssess, renfermant des motifs 3 asrec un derive reaetii 
contenant R 2 et perroettant de fixer R 2 sur le noyau axyla 
des chaines de 

19. Procsde de preparation de derives de <3ex- 
t. raise comportant i, B, et D suivants ; 
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caraeterise en ce qu'on soumet «» echantilion <3e dextrana 
d'u» poids molActtlfcire aupSrieur a 8000, aux et.apes da t 

- carbostymefchyXation a 2' aide d' acids aonochloxoacetique, 
■• fixation de benaylasiine par couplage de ce derive, 

- Sftlfottation des noyawc aromatiques d© la benssylamirse . 

20. Precede seloa la revendicatiois 1, caracte- 
rise -m ce que le couplage d-es derives de formula ; 

est realise*" en presence d'un acsnt de coupXags en milieu 
acide, a tsaiperature amtoiante. 

21. Precede selon la revindication 1, caiacte- 
rise en ce qu'on realise la substitution aes motifs £ par 
des groupes 50 3 ~ a 1 1 aide d' acids chloxosuif onique . 

22. Derives de dextrane tela qu ' o» terms pax 
raise er. oeuvre du precede selon 1« revindication 1 , 
caracteiise en ce gu'ils posse-dent an poids moleculaire 
ssuperienr a environ S0OO daitones et cosisportent de maniere 
statist.ique, 



■■ das motifs giucosyle A, lies par da;; enchainments t-S 
da structure : 



*/\ \l 
Q ^f— 1 Jn 



- au mains 35% environ de motifs B coaBtitues de motifs 
asides substituSs par aes radicaux possedant una function 
earboxyle rSpondattt a la structure -0- (CH 2 J^-R-COO" , dans 
laquelle & represents una simple liaison ou un groups 
-CO-NK-{CH 2 ) a est un notobre de i a 10 et JJ" est m 
iiOBbre d« 1 a ?i et 

- mollis 3% environ de motifs fi, c'eat-a-dire d«» jsio- 
til? osidxques de type A ma is subs-fcitues par una chains 
eorapartant un cj roups ds structure ; 

- 0-(CH 2 ) n -C0-HH-R r ^ 
<3ans iaqueiie .- r, 

- R represents u» groups -CHg-, ou~ un groupe -CH-CH 2 ~ 



- R ? represents un anion a ' un sei mineral au organaque 
physiologiquemeat tolerable, et n est tel que d££ini 
ci-dessus .. 

23. Derives de dextrane tels qu ' obtenus par 
raise en oeuvie du procede salon ia revindication 13, 
earacterises en ce qu'ils cottport.enfc les motifs A, Si £ 
et £ suivants ; 
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FIG.1 
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